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Ａ．研究目的 
化学物質の安全性評価において、実験動物を用いる

反復投与毒性試験を始めとする各種試験が行われる。
一方、動物実験における3Rs（Re-placement・ Reducti
on・Refinement)の観点から、動物実験代替法の開発・
導入が求められている。しかし、実験動物に一定期間繰
返して被験物質を投与する反復投与毒性試験やがん原
性試験等については、現在のところ確立された in vi
tro 試験法がなく、多数の被験物質のヒトでの毒性を
予測するためにも、革新的な試験法の開発が期待され
ている。 

申請者らは、マウス正常組織由来のオルガノイドに
対して、被験物質をin vitroで処置する方法を用いて、
比較的短期間にその発がん性を検出できる可能性を見
出し、当該評価系が化学物質の発がん性に加え、反復投
与毒性試験等、他の毒性評価への適用が期待されるこ
とを報告した（Naruse M、Imai Tら、Carcinogenesis、
2020）。また、化学物質によるin vivoにおける毒性、
発がん性は標的細胞に対する直接作用に加え、免疫細
胞等の間質細胞の影響を受ける場合があり、間質細胞
とオルガノイドとの共培養系を用いることで、よりin 
vivo 試験法に近い条件下での評価法の確立にも取り
組んでいる。 

本研究では、これまで取組んできた、マウス正常組織
由来オルガノイドを用いる化学物質の発がん性評価法
に加え、その反復処置による一般（反復）毒性試験法の
確立を目指した検討を行うことを目的とする。 
 

Ｂ．研究方法 
(1) マウス正常組織からのオルガノイド樹立 

C57BL/6Jマウスまたはgpt deltaマウス（5週齢、雄）
を安楽死させた後、肺と肝臓を摘出し、ハサミで細切し
た後にコラゲナーゼPを含む酵素混合液で処理、ポアサ
イズ40 µmのフィルターにかけた後に培地に懸濁して
マトリゲル（コーニング社）上に播種し、37℃で培養し
た。培地は、肺についてはAdvanced DMEM/F12培地にmE
GF、BSA、Y27632、A83-01、FGF10等を加えたものを基本
とし、肝臓についてはAdvanced DMEM/F12培地にmEGF、
BSA、Y27632、CHIR-99021、ITS-G supplement等を加え

たものとした。各オルガノイドは、増殖の状態を確認し
つつ、概ね1週間に1回、Accumaxを用いて細胞を単離し
た後に継代し、一部はLaboBanker2（トスク社）を用い
て-80℃で凍結保存した。 
(2)肺オルガノイドに対する被験物質のin vitro 処置 

今年度はカルバミン酸エチル(ウレタン)を被験物質
とし、C57BL/6Jマウスの肺由来オルガノイドを用いる
検討を行った。ウレタンは注射用蒸留水に溶解し、培地
中最終濃度を10,000 µMから公比2で156 µMまでの濃度
で24時間処置、RealTime-Glo MT Cell Viability Ass
ayキット（プロメガ社）を用いて発光強度により生細胞
数の推移を測定する予備実験を行った。被験物質処置
は、オルガノイドの継代時、単離した細胞をマトリゲル
上に播種した2時間後からの24時間とした。また、最高
濃度の10,000 µMについては、マウスにウレタンを600 
mg/kg体重の用量で週1回、3回または10回腹腔内投与し
た際に肺がんが誘発されるとの報告（Ma Xら、Toxicol
 Lett、2016）を参考に設定した。 

被験物質の代謝活性化のため、S9 mixを50 µg/mLの
濃度で培地に加えた。本実験では同様に、肺オルガノイ
ドに対し、ウレタンを10,000、2,500、および0（対照）
 µMで24時間1回または3回処置した。 
(3)肺オルガノイドの形態学的観察 
 ウレタンにて1回または3回処置したマウス肺オルガ
ノイドは、（最終）処置72時間後にiPGell（ジェノスタ
ッフ社）を用いてパラフィン包埋し、常法に従ってヘマ
トキシリン・エオジン（HE）染色を行って病理組織学的
に観察した。 
 また、肺オルガノイドの構成細胞を解析する目的で、
パラフィン包埋切片を用いて、気道上皮細胞およびⅡ
型肺胞上皮細胞の特異マーカーに対する免疫組織化学
染色を行った。用いた一次抗体は、抗Uteroglobin/CC1
0ウサギポリクローナル抗体、抗Naspin Aマウスモノク
ローナル抗体（プロテインテック社）、抗proSFPCウサ
ギポリクローナル抗体（アブカム社）、シグナルの検出
には、ヒストファインシンプルステインマウスMAX-PO
(R)または同MAX-PO(M)（ニチレイバイオサイエンス社）
とDAB発色法を用いた。 

研究要旨 

 B6 系統背景の gpt delta マウスの肺および肝臓オルガノイドを樹立し、継代回数の少ない状態で一部凍結

保存した。B6系統の野生型マウスの肺オルガノイドについては、凍結保存ストック細胞を融解、培養し、化学

物質の一般毒性の評価系を構築するための検討に用いた。今年度は、従来の in vitro あるいは in vivo 遺伝

毒性試験法および発がん性試験法で陽性を示すが、強い細胞毒性や急性毒性を示さないカルバミン酸エチル

（ウレタン）を被験物質として検討を進めた。ウレタンの 2,500 µM および 10,000 µM 濃度処置により、対照

（0 µM）に比べてオルガノイドが不整形（発芽類似変化）を示す傾向がみられたが、引続き観察数を増やした

検討が必要である。また、形態以外の毒性指標として、細胞分化マーカーを利用した細胞毎の増殖活性、構成

細胞比率等について検討が必要と考えられた。 
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(倫理面への配慮) 
本研究で行う動物実験の実施にあたり「動物の愛護

及び管理に関する法律（昭和48年法律第105号、令和元
年最終改正法律第51号）」「実験動物の飼養及び保管並
びに苦痛の軽減に関する基準（平成18年環境省告示第8
8号、平成25年最終改正環境省告示第84号）」及び「厚
生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実
施に関する基本指針（平成18年6月1日厚生労働省通知、
平成27年2月20日一部改正）」を遵守した。また、「国
立研究開発法人国立がん研究センターにおける動物実
験に関する指針」に従い、事前に動物実験倫理委員会に
計画書を提出し、理事長の実施承認を得た。実際の実験
においては、適切な人道的エンドポイントを見極め、屠
殺は頸椎脱臼やイソフルラン麻酔下にて腹部大動・静
脈からの脱血により行うなど動物の苦痛を軽減するよ
う細心の注意を払うとともに、使用する動物数を最小
限に留めるなど、動物の愛護に十分配慮して行った。ま
た、遺伝子組換え実験については、遺伝子組換え生物等
の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法
律（平成15年法律第97号、平成29年最終改正法律第41
号）等、遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当たって
執るべき拡散防止措置等を定める法令に則り、機関承
認を得た後に実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
(1)マウス正常組織からのオルガノイド樹立および樹
立したオルガノイドの培養 

C57BL/6Jマウス由来オルガノイドについては、昨年
度までに樹立して凍結ストック細胞を解凍して今年度
の被験物質を処置する予備実験および本実験を行った。
また、gpt deltaマウス由来の肺と肝臓由来オルガノイ
ドについては、概ねスケジュール通りに培養すること
ができ、継代回数の少ない状態で一部凍結保存した。 
 
(2)ウレタンの濃度設定のための予備実験 
 C57BL/6Jマウス由来肺オルガノイドに対して10,000

 µMから156 µMまで
の濃度で24時間処置
した後の生細胞数を
測定した結果、中間
濃度の1,250と2,500
μMでは対照（0μM）
に比べて明らかな生
細胞数の増加がみら
れ、5,000μM以上で
は対照と同等の値ま
で低下した（図1）。
この結果より、当該
オルガノイドに対す
るウレタンへの最大
耐量は10,000 µMよ
り高い濃度と判断さ
れた。 
 
 
 
 
 

図1. ウレタン処置後のマウス肺オルガノイドの 
生細胞数の推移 

 
 
(3)ウレタンの24時間1回または3回処置による本実験 

 C57BL/6Jマウス由来肺オルガノイドに対して生細胞
数を増加させる作用のあるウレタンの2,500μM濃度を
低濃度群、その4倍量の10,000 µMを高濃度群とし、処
置後のオルガノイドの形態学的変化をパラフィン包埋
後のHE染色標本にて観察した。その結果、ウレタンの2,
500 µMおよび10,000 µM濃度処置により、対照（0 µM）
に比べてオルガノイドが不整形（発芽類似変化）を示す
傾向がみられた（図2）。 
 パラフィン包埋切片を用いた免疫組織化学において
は、マウス由来肺オルガノイドは、気道上皮のマーカー
であるUteroglobin/CC10およびNaspin A陽性細胞が混
在していたが、Ⅱ型肺胞上皮細胞のマーカーであるppr
oSFPC陽性細胞は認められなかった。 

 
図2. ウレタン処置後のマウス肺オルガノイドの形態

学的変化 (Bar=50 µm) 
 

Ｄ．考察 

今年度、C57BL/6J マウス由来オルガノイドについては、

昨年度までに樹立して凍結ストック細胞を解凍して予

備実験および本実験を行った。解凍時には速やかに PBS

にて洗浄し、保存液である LaboBanker2 を除くことで

問題なく起眠し、培養継続が可能であることを確認し

た。また、gpt delta マウス由来の肺と肝臓由来オルガ

ノイドについては、これまで、C57BL/6J マウスを含む

複数系統の肺および肝臓オルガノイドを樹立する方法

と同様に培養することで（Naruse M、Imai T ら、

Carcinogenesis、2020）、良好な培養成績が得られるこ

とを再確認した。なお、肺オルガノイドについては、こ

れまでは肺の各葉の肺門部を除く末梢側組織のみを用

いて培養したが、今回は肺葉の部位により形成される

オルガノイドの特性が異なるか否かを確認するため、

肺門部のみを用いる培養も試みた。その結果、培養開始

以降、細胞増殖が確認できるまでの時間が末梢側組織

に比べて肺門部については時間を要し、得られたオル

ガノイドについては扁平上皮化生する傾向が確認され

た。マウスの末梢側組織にはヒト肺組織においては前

駆細胞として位置づけられる Cytokeratin 5（CK5）な

どに陽性を示す基底細胞がなく、マウス肺オルガノイ

ドにも CK5 陽性細胞が認められないことから、今後、

マウス肺の肺門部と末梢側組織由来のオルガノイドに

ついて、各種化学物質に対する毒性感受性差などを検

討する必要があると考えられる。 

マウス肺オルガノイドを用いてウレタンの毒性反応
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を解析する実験を行うため、マウスにウレタンを腹腔

内投与した際に肺がんが誘発される用量を参考に設定

した 10,000 µM（Ma X ら、Toxicol Lett、2016）を最

高濃度として、1/64 倍の 156.3 µM までの濃度幅で 24

時間、1 回処置した際の 70 時間後までの生細胞数を測

定した。中間濃度の 2,500および 1,250 µM で示された

生細胞数の増加が、ウレタンに関する既報にある遺伝

毒性や発がん性と関連するか、あるいは毒性とは判断

されない細胞の活性化に該当するのかについては今後

の検討を要する。現段階においては、生細胞数を増加さ

せる作用のあるウレタンの 2,500μM 濃度を低濃度群、

その 4倍量の 10,000 µM を高濃度群として、1～3 回処

置した後、細胞分化/増殖マーカーに対する免疫組織化

学を含む病理組織学的解析により毒性を評価すること

を目的として本実験を行った。 

 本実験では、ウレタンの 2,500 µM および 10,000 µM

濃度処置により、対照（0 µM）に比べてオルガノイドが

不整形（発芽類似変化）を示す傾向がみられた。この変

化は、予備実験で観察されたウレタン処置による生細

胞数の増加と関連していることが示唆された。但し、当

該観察については、（最終）処置 72 時間後にオルガノ

イドを収集、パラフィン包埋、標本作製を行ったことか

ら、オルガノイドの数が限定的であり、各オルガノイド

を構成する細胞数も少なく、嚢胞状の形態を呈する前

の段階の小型のものであったことから、引続き観察数

を増やした検討が必要である。また、従前に我々がオル

ガノイドを用いる化学物質の発がん性を検出していた

場合とことなり、反復投与毒性を含む一般毒性の検出

に際しては被験物質処置後に時間経過と共に毒性が回

復性を示すことを考慮することが必要であり、被験物

質の（最終）処置後の観察時点についても引続き検討が

必要である。また、形態以外の毒性指標として、細胞分

化マーカーを利用した細胞毎の増殖活性、構成細胞比

率等についても更なる検討を要する。 

 以上、マウス正常組織由来オルガノイドを用いる一

般（反復）毒性試験法として、被験物質をオルガノイド

の継代時、単離した細胞をマトリゲル上に播種した 2時

間後からの 24時間を 1回および 3回繰り返す方法によ

り、少なくとも細胞増殖に対する影響を指標とする毒

性評価には適用可能であることを示す結果が得られた。

一方、幅広い被験物質の解析を可能とするために更に

使用するマウス系統や対象臓器を絞り込む必要があり、

引続き検討が必要と考えられた。 
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